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Electroporation plate implanting living cells in suspension, with nucleic acids, proteins or low molecular weight 
substances, comprises anode and cathode tracks defining regular pattern of gaps forming reaction zones 
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Abstract of DE1 991 7571 

Electroporation plate implanting living cells in suspension, with nucleic acids, proteins or low molecular weight substances, comprises anode and cathode tracks 
defining regular pattern of gaps forming reaction zones. Planar electrode grids comprising metallic tracks, are formed on the surface of an electrically-insulating 
plate (e). Interdigrtating anode and cathode tracks, branch normally and repeatedly, at regular intervals. Branch ends face each other, forming gaps between the 
anode and cathode electrodes (d). These gaps are reaction zones (c) accepting the materials which will participate in electroporation. Opposite track ends 
perpendicular to the electrode plane, form walls in spatially-separated chambers. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder 

(§) Elektrodenraster fur Elektropo rations reaktionsansatze 
(§) Bei Standard-El ektroporationskuvetten kann ein vbiu- 
men von 50 pi fur die durch Elektroporation zu behan- 
delnde Ze I Isu sponsion kaum unterschritten warden. 
Weiterhin konnen verschiedene Elektropotationsreakti- 
onsansatze nur nacheinander ausgefuhrt werden, wobei 
die Handhabung schwer zu automatisieren fst. Das neue 
Elektrodenraster eriaubt die parallele und automatister- 
bare Behandtung von zahlreichen El ektrop oration sansat- 
zen mit Vol urn en bis unter 0,1 pi. 
Durch die Anordnung eines Elekt rod en rasters auf einer 
Oberfiache entstehen zwischen den gegenuberstehenden 
Verastelungen von Anoden- und Kathodenleiterbahnen 
Reaktionszonen fur Mikroelektroporationsreaktionen, die 
eine parallele Bearbeitung zahlreicher verse hiedener 
Elektroporattonsanslrtze ermoglichen. Je nach Anord- 
nung und Abmessung der Anoden- und Kathodenleiter- 
bahnen k6nnen unterschiedliche Oberflachen mit der ge- 
wunschten Zahl und Dichte an Mikroeiektroporationszo- 
nen hergestel It werden. 

Die Anpassung der Elektroporationsreaktionsanordnung 
an StandardmikrotiterpJattenformate eriaubt die automa- 
tisierbare und hochparallele Durchfuhrung von Elektro- 
porationsreaktionen mit robotergesteuerten Pipettiersy- 
stemen. 
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Beschreibung 

Es ist bekannt, daB die Mcmbran Icbcndcr Zclicn untcr 
EinfluB eines elektrischen Pulses kurzzeitig fiir Makromole- 
kule wie z. B. Nukleinsauren und Proieine und fur nieder- 5 
molekulare Substanzen durchlassig wind. Dieses Verfahren 
der Elektroporation hat, besonders wegen der hohen Effi- 
zienz, mit der Desoxyribonukleinsauren (DNA) in die Zelle 
iibertragen werden konnen, eine weitverbreitete Anwen- 
dung zum Transfer wasserldslicher Molekiile in lebende 10 
Zellen erlangt (Handbuch "Cell Biology: A Laboratory 
Handbook, Academic Press, 1998, Vol. 4, Seiten 57-63). 
Bei Standard-Elcktoporationskammem stehen sich Anode 
und Kathode in Form von Metallplatten gegenuber. Die 
durch Elektroporation zu behandelnde Zellsuspension wird 15 
in die Elekiroporationskainmer gelullt und diese mil dem 
Spannungsgenerator verbunden. Hierbei kflnnen Volumina 
von 50 ul Zellsuspension kaum unterschritten werden. Wei- 
tcrhin kdnnen vcrschiedenc Elektroporationsreaktionsan- 
satze nur nacheinandcr ausgefiihrt werden, wobei die Hand- 20 
habung schwer zu auloniaiisieren ist. 

Der im Patentanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das 
Problem zugrunde, zahlreiche Elektroporationsreaktionsan- 
satze parallel mit kleinen Reaktionsvolumina durchzufuhren 
und die Handhabung leicht automatisicrbar zu machen. 25 

Dieses Problem wird durch die im Patentanspruch 1 auf- 
gefiihnen Merkmale gelost. 

Die mit der Erfindung er/.ielten Vbrteile bestehen insbe- 
sondere darin, daB durch die Anordnung eines Elektrodenra- 
sters auf einer Oberflache, zwischen den gegeniiberstehen- 30 
den Verastelungen von Anoden- und Kathodenleiterbahnen 
Reaktionszonen fiir Mikroeiektroparanonsreaktionen ent- 
stehen, die eine parallele Bearbeitung zahlreicher Elektro- 
porationsreaktionsansatze ermoglichen. Auf verschiedenen 
Mikroelektroporadonsreaktionszonen plazierte Elektropo- 35 
rationsrcaktionsansatze konnen parallel einem elektrischen 
Puis ausgesetzt werden, indem die Hauptaste der Anoden- 
und Kathodenleiterbahnen mit dem Spannungsgenerator 
verbunden werden. Je nach Abmessung der sich gegenUber- 
stehenden Aste von Anoden- und Kathodenleiterbahnen 40 
konnen zwischen den Elektrodenasten Reaktionsvolumina 
von unter 100 nl bis uber 5 ul aufgetragen werden. Je nach 
Anordnung und Abmessung der Anoden- und Kathodenlei- 
terbahnen konnen unterschiedliche Oberflachen mil der ge- 
wunschten Zahl und Dichte an Mikroelektroporationsreakti- 45 
onszonen hergestellt werden. Die Anpassung derHektropo- 
rationsreaktionszonenanordnung an Standard mi krotiterplat- 
tenformate erlaubt das Auftragcn und Bearbeiten von Elek- 
troporauonsreaklionsansStzen mil robolergesteuerten Pipel- 
tiersystemen. 50 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ist in Pa- 
tentanspruch 2 angegeben. Die raumliche Abtrennung der 
einzelnen Elektroporauonsreaktionszonen untereinandcr 
durch senkrecht zur Leiterbahnoberflache stebende Wande 
verringert das Risiko einer Kontamination zwischen be- 55 
nachbarten Elektroporauonsreaktionszonen und ermoglicht 
es, nach der Durchfiihrung der Elektroporation weitere Tn- 
kubationslflsungen zu den einzelnen Elektroporarionsansat- 
zen zuzufiigen, ohnc daB es zu einer Vermischung der ein- 
zelnen Ansatze untereinander kommt. 60 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der Zeich- 
nung dargestellt und wird im folgenden nSher beschrieben. 

Es zeigt 

Fig. 1. Elektrodenraster fiir Elektroporationsreaktionsan- 
sStze im 96er Mikrotiterplattenformat 65 

Bei dem AusfQhrungsbeispiel befindet sich das Elektro- 
denraster auf einer eleklrisch isolierenden Kunststofifober- 
flache (e). Die Verastelungen von Anoden- und Kathoden- 
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leiterbahnen bilden 96 Reaktionszonen (c) in denen sich je 
ein Anoden- (d) und ein Kathodcoast (d) gegenUber stehen. 
Die Elcktrodenaste k6nncn zum Bcispicl photolithogra- 
phisch durch Platineniitztechnik aus Kupfer in 35 urn 
Schichldicke abgebildel werden. In der Beispielsausfuhrung 
im 96er Mikrotiterplattenformat sind gegenuberstehende 
Elektrodenaste (d) durch eine Lucke von 1 mm voneinander 
getrennt und 3 mm breit Die Abstande zwischen den Zen- 
tren benachbarter Elektroporationsreakiionszonen betragen 
in der Beispielsausfiihrung 9 mm. Auf die 96 Elektroporau- 
onsreaktionszonen kbnnen verschiedene Elektroporations- 
reaktionsansatze mit einem Volumen von 5 ul derart aufge- 
tragen werden, daB die Liicke zwischen gcgcnubcrstchcn- 
den Elektrodenasten durch die Elektroporation sfliissigkeit 
uberbrilckt wird. Auf verschiedenen Mikroelektroporations- 
reaktionszonen plazierte Tropfen von Elektroporationsreak- 
tionsansatze k6nnen parallel einem elektrischen Puis ausge- 
setzt werden, indem die Hauptaste der Anoden- (a) und Ka- 
thodenleiterbahnen (b) mit dem Spannungsgenerator ver- 
bunden werden, 

Patentansprtiche 

1. Elektrodenraster fur Elektroporationsreaktionsan- 
satzc mit suspendierten lebenden Zellen, insbesonderc 
fiir die Obertragung von Nukleinsauren, Protcincn odcr 
niedermolekularen Substanzen aus der Suspensionslo- 
sung in die Zelle durch reversible Permeabilisierung 
der Zellmembran mit Hilfe eines oder mehrerer elektri- 
scher Pulse geeigneter Feldstfirke und Dauer, dadureh 
gekennzeichnet, daB das Elektrodenraster in planarer 
Anordnung von metallischen elektrischen Leiterbah- 
nen auf der Oberflache eines elektrischen Isolators ge- 
bildet wird 

2. Anoden- und Kathodenleiterbahnen stehen sich in 
Verastelungen gegenuber und bilden zusammen mit der 
Lucke zwischen den Elekttodenastenden Elektropora- 
tionsreaktionszonen fur die Aufnahme von Elektropo- 
rationsreaklionsansatzen. 

2. Elektrodenraster nach Patentanspruch 1, dadureh 
gekennzeichnet, daB sich die von gegenuberstehenden 
Verastelungen von Anoden- und Kathodenleiterbahnen 
gebildeten Elektroporalionsreaktionszonen durch 
senkrecht zur Oberflache des Eleklrodenrasters ste- 
hende Wande in raumlich voneinander getrennten 
Kammern befinden. 
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